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Meetod ja seade biopolumeermaatriksi lugemiseks ja analiiusiks 

TEMN^KAVALDKO^fD 

Kaesolev leiutis kuulub molekulaarbioloogia, molekulaardiagnostika ja laseroptika valdkonda. 
Tapsemalt kasitleb leiutis meetodit fluorestsentsmarkeritega margistatud 
biopolumeerimolekulide paralleelseks detekteerimiseks ja analuiisiks kahemootmelisel 
maatriksil, kasutades taielikku sisepeegeldusfluorestsentsi ning fluoresentsdetektorit selle 
meetodi kasutamiseks. 

Teihinikatase 

Eelnevalt valmistatud luhikeste biopoliimeeride (nukleiinhapete, peptiidide vm) keemilisel 
sidumisel tahkele labipaistvale alusele (klaasile) kahemootmelise staiktuurina on voimalik 
taolist maatriksstruktuuri kasutada diagnostilistel eesmarkidel, naiteks liites (hiibridiseendes) 
maatriksina seotud DNA ahelatele uuritava nukleiinhappe loigu, Uuritav materjal voib olla 
eelnevalt fluorofooridega margistatud, margise lulitumine voib aga toimuda ka vahetult enne 
analuusi. Nukleiinhappemaatriksi lugemiseks ja analuusiks kasutatakse mitmesuguseid 
erinevatel fuQsikalistel printsiipidel pohinevaid aparaate, milliseid on voimalik jagada 
pohiliselt kahte kategooriasse, esiteks detektorid ja teiseks konfokaalmikroskoopial pohinevad 
skannerid. 

Kaesolevas leiutises esitatud seadme, taielikul sisepeegeldusfluorestsentsil pohineva 
fluorestsentsdetektori lahim lahendus on firma "Vysis Inc., " (Downers Grove, IL, USA) poolt 
valmistatud CCD kaameral pohinev instrument "GenoSensor™". 

CCD kaameral pohinev instrument "GenoSensor™" tootab jargmiselt. Klaasalusele seotud 
DNA proovidega hubridiseemnud fluorestsentsmargisega analuusitavate molekulide 
detekteerimiseks ergastatakse DNA maatriksit labivas valguses (joonis fig. 1) 
ksenoonlambiga, filtrides vastava filtriga koguvalgusest vaija fluorofooride ergastamiseks 
vajamineva spektrijoone. Fluorofooride poolt emiteeritud valgus filtreeritakse vastava 
emissioon filtriga ja kogutakse optika abil korglahutusega jahutatava CCD kaamera poolt, 
mille jarel saadud signaalid toodeldakse arvutis. 
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Nukleiinhappe maatriksi puhul on tegemist tahkele labipaistvale alusele seotud suure 
tihedusega nukleiinhappemolekulide kahemootmelise (2D) stnaktuuriga. Maatriksil tehtud 
bioloogilise reaktsiooni tulemuse hindamisel on probleemiks detekteerimise nii madal 
tundlikkus ja selektiivsus (labiva valguse kasutamine fluorokroomide ergastamiseks on 
5 ebaefektiivne, koguvalgusest tuleb valja filtreerida vastava fluorofoori ergastamiseks 
vajaminev spektrijoon), kui ka detekteerimise kiirus (skaneerimine on reeglina aeganoudev). 
Kuna oligonukleotiidmaatriksil pohineva polumeraasi ekstensiooni (APEX, Arrayed Primer 
Extension) puhul kasutatakse nelja erineva fluorofooriga margitud dideoksiinukleotiidi 
(terminaatorit) reaktsioonis uheaegselt, siis on vajalik taolise nukleiinhappemaatriksi 
10 lugemiseks neljas spektrialas tootavat detektorit. Antud detektor peab voimaldama iga 
fluorofoori maksimaalselt efektiivse ergastamise ja signaalide jaadvustamise, millest on 
voimalik hiljem kokku panna terviklik analuiisi tulemus. 
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LEIUTISE OLEK41JS 



Ulaitoodud probleemide lahendamiseks pakutakse kaesolevas leiutises meetodit, milles 
kasutatakse taielikku sisepeegeldusfluorestsentsi Oo<3i^is fig. 2) biopolumeermaatriksi 
lugemiseks (naiteks nukleotiidide jarjestuse maaramiseks uuritavas DNA molekulis) ja 
sisepeegeldusfluorestsentsi kasutamisel pohinevat detektorit kui seadet, mis tagab 
20 nukleiinhappemaatriksi! tehtud reaktsioonide tulemuse kiire ja tapse hindamise kuni n|ljas 
erinevas valgusspektri alas. 

Kaesoleva leiutise eesmark on pakkuda seade ja meetod biopolumeermaatriksil ehk cMpil 
tehtud bioloogilise reaktsiooni tulemuse analiiusiks. Naiteks nukleiinhappemaatriksit saab 

25 kasutada pohiliselt kahel viisil. Esimesel juhul, ainult hiibridisatsioonil pohineva analuiisi 
korral, hiibridiseeritakse maatriksile immobiliseeritud geneetilise materjaliga analuiisitav 
nukleiinhappe loik, mis on varustatud sellesse amplifikatsioonil sisestatud 
fluorestsentsmargistega. Kuna nii moodustuva kaheahelalise nukleiinhappe ahelas asuvate 
lammastikaluste vaheliste vesiniksidemete energia on piiratud, siis ei ole selline, ainult 

30 hiibridisatsioonil pohinev, reaktsioonimehhanism eriti selektiivne ja ei voimalda selget 
signaali eristamist miirast. 



Teiseks voimaluseks on maatriksile seotud oHgonukleotiidide ja analiiusitava nukleiinhappe 
loigu hubrldisatsioonile lisada ensumaatiline reaktsioon (naiteks polumeraasi ekstensiooni^- 
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reaktsioon), mille puhul pikendatakse iga maatriksile seotud DNA loiku uhe, 
fluorestsentsmargisega varustatud, nukleotiidi v5rra ensuumi DNA polumeraasi vastavalt 
uuritavas DNA-s asuvale geneetilisele informatsioonile. 

5 Oligonukleotiidmaatriksil pohinev DNA ekstensioonireaktsioon DNA polumeraasiga kasutab 
substraadina fluorofooridega margitud dideoksunukleotiide. Kuna reaktsioonisegus 
kasutatakse koiki nelja fluorofooriga margitud terminaatornukleotiidi uheaegselt, siis 
liidetakse immobiliseeritud oligonukleotiidile neljast konkureerivast nukleotiidist vaid iiks, 
uuritava nukleiinhappe primaarstruktuurile vastav nukleotiid. 

10 

Kasutatav cnsumaatiline mehhanism annab ainult hubridisatsioonil pohineva reaktsiooni ees 
jargmised eelised: 

2. Kui maatriksile immobiliseeritud DNA ja uuritava nukleiinhappe vaheline hubridisatsioon 
(paardumine) ei ole perfektne, siis ensuiim antud struktuuri ara ei tunne ja ensumaatiline 

1 5 reaktsioon ei toimu. 

3. Kui hubridisatsioon (paardumine) on perfektne, siis ensuum liidab immobiliseeritud DNA- 
le terminaatornukleotiidi, sunteesides nende vahele keemilise sideme, mis on vaga piisiv ja 
voimaldab peale bioloogilise reaktsiooni toimumist maatriksit pesta ning sel teel vabaneda 
mittespetsiifiliselt seondunud bioloogilisest materialist. Sellega on vSimalik saavutada 

20 tunduvalt parem signaali ja mura suhe, nls voimaldab antud testsusteemi kasutada 
heterosugootsete mutatsioonide detekteerimiseks. 

Kaesolevas leiutises avatud meetodit kasutatakse biopolumeermaatriksi analiiusiks, juhtides 
maatriksi aluse (klaasi) otsast sisse kindla lainepikkusega valguskiir (laserikiir) nurga all, mis 

25 kutsub esile selle valguse taieliku sisepeegelduse, nii et maatriks muutub valguslaine kandjaks, 
nagu on kujutatud joonisel fig. 2. Teatav osa valgusest ei peegeldu klaasi sisepinnalt vaid 
tungib labi klaasi pinna valja evanestsentse (sumbuva) iainena, mille intensiivsus, kiill 
eksponentsiaalselt langedes, ulatub siiski umbes 1/4-ni valguse lainepikkusest. Antud kaugus 
klaasi pinnast on kiillaldane, et ergastada vahetult maatriksi pinnal olevate nukleiinhappe- 

30 molekulide koosseisu lulitatud fluorofoorid. Kuna polumeraasi ekstensiooni puhul on tegemist 
nelja erineva nukleotiidi/fluorofooriga, siis kasutatakse nende ergastamiseks nelja erineva 
lainepikkusega laserit, et saavutada fluorestsentsmargiste maksimaalne ergastus. Emiteeritud 
valgus kogutakse labi vastavate emissioonfiltrite, et vabaneda laseri foonvalgusest ja 
koondatakse optilise susteemi (objektiivi) abil CCD kaamerasse. Kuna tegemist on jahutatud 
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CCD kaameral pohineva susteemiga, siis on taoline fluorestsentssignaalide detekteerimine 
kiire, vajades uhe nukleotiidi/fluorestsentskanali jaoks 10 sekundit, 

JOONISTE LOHIKIRJELDUS 

5 

Alljargnevalt kasitletakse leiutist viidetega joonistele, milles: 



joonis fig. 1 kujutab biopolumeermaatriksi aluse pinnal asuvate fluorokroomide ergastamist 
labiva valgusega, 

10 joonis fig. 2 analoogilise aluse pinnal asuvate fluorokroomide ergastamine valguse taieliku 
sisepeegelduse abil vastavalt kaesoleva leiutise meetodile, 
joonis fig. 3 kujutab kaesolevale leiutisele vastavat meetodit kasutavat teostusvarianti, kus 
laserikiire abil taieliku sisepeegeldusfluorestsentsi saavutamiseks fokuseeritakse 
kiir silinderlaatse abil nii, et selle labimoot on vaiksem aluse paksusest, 

15 joonis fig. 4 kujutab kaesolevale leiutisele vastavat teostusvarianti, kus laserikiire alusesse 
juhtinriiseks kasutatakse optilist prismat ning prisma ja aluse vahel asuvat 
labipaistvat vedelikku, mille murdumisnaitaja on lahedane aluse ja prisma 
omadele, 

joonis fig. 5 kujutab leiutisele vastavat fluorestsentsdetektori pohimotteskeemi. 
20 I 

Joonised fig. 2 kuni fig. 4 illustreerivad kaesolevas leiutises kasutatavat meetodit 
biopolumeermaatriksite lugemiseks. Ohukesele paralleelsete seintega labipaistvast materjalist 
alusele (1) on seotud fluorestseeruvalt margitud biopoliimeerimolekulid. Fluorestseeruvate 
moiekulide ergastamiseks parima efektiivsusega kasutatakse laserikiirt (2). Silinderlaatse (3) 

25 abil fokuseeritakse laserikiir aluse (1) paksusest vaiksema labimooduga lehvikuks ning 
juhitakse alusesse (1) selle otspinna kaudu, kusjuures kiir juhitakse alusesse (1) sellise nurga 
all, et aluses tekib kiire taielik sisepeegeldumine Laserikiire abil saavutatud fluorestsents 
juhitakse optiliselt valgustundlikku elementi, mis voimaldab saada alusele (1) seotud ning 
laserikiire poolt ergastatud fluorestseeruvate moiekulide kujutisi,. Eelnevalt kirjeldatud 

30 mehhanismi abil saavutatud fluorestsents projietseeritakse optiliselt valgustundlikku 
kaamerasse, mis voimaldab saada alusele (1) seotud ning laserikiire poolt ergastatud 
fluorestseeruvate moiekulide kujutisi, nagu on kujutatud joonisel fig. 5. Laserikiir juhitakse 
alusesse (1) selle otspinna kaudu. Valgustundliku elemendina kasutatakse digitaalselt juhitavat 
CCD kaamerat (7). Laserikiirt skaneeritakse tasapinnalise labipaistvast materjalist plaadi vdi 
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tahuka abil (4) ning samaaegselt moduleeritakse optilise kiilu (5) abil. Nende elementide 
koostoimel muutub peegli (6) abil biopolumeermaatriksi alusesse (1) juhitava laserikiire 
sisenemisnurk. 

Valguskiire juhtimiseks alusesse (1) kulgpinnalt kasutatakse prismat (8), nagu on kujutatud 
joonisel fig. 4. Peegelduskadude vahendamiseks valguse uleminekul prismast (8) alusesse (1) 
kasutatakse prisma (8) ja aluse (1) vahel labipaistvat vedelikku (9), naiteks mikroskoopias 
kasutatavat immersioonoli, mille murdumisnaitaja on lahedane aluse (1) ja prisma (8) 
murdumisnaitajale. 

Kuigi leiutist on kirjeldatud seoses sellega, mida praegu peetakse koige praktilisemaks 
eelistatud teostuseks, peaks olema moistetav, et leiutis pole piiratud kirjeldatud teostusega, 
vaid vastupidi, ta on moeldud holmama mitmesuguseid modifikatsioone ja ekvivalentseid 
seadmeid, mis sisalduvad juurdelisatud patendinoudluse idees ja ulatuses. 
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i^S; Patendinoudlus 



1. Meetod biopolumeermaatriksi lugemiseks ja analuiisiks, mida iseloomustab see, et 
maatriksi alusesse juhitakse kindla lainepikkusega valguskiir nurga all nii, et aluses tekitatakse 

5 valguse taielik sisepeegeldumine ning maatriks muudetakse valguslaine kandjaks, kusjuures 
teatav osa valgusest tungib labi aluse pinna valja evanestsentse lainena, ergastades vahetult 
maatriksi pinnal oievaid biopolumeerimolekulide koosseisus olevaid fluorofoore. 

2. Meetod vastavalt punktile 1, mida iscloomustab see, et valguskiirena kasutatakse 
10 laserikiirt. 

3. Fluorestsentsdetektor punktides 1 voi 2 toodud meetodi kasutamiseks, mis koosneb 
digitaalselt juhitavast CCD kaamerast (7), selektiivse labilaskvusega valgusfiltritest ja 
valgustustustsooni laiendamiseks kasutatavast hajutavast silinderlaatsest (3). 
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4. Fluorestsentsdetektor vastavalt punktile 3, mida iseloomustab see, et valgustsooni 
laiendamine biopolumeermaatriksi aluses saavutatakse laserikiire skaneeriva liikumisega, 
kusjuures laserikiire skaneerimine on saavutatud tasapinnalise labipaistvast materjalist plaadi 
voi tahuka (4) abil, mille pooramise! muutub laserikiire sisenemisnurk alusesse (1). 

I 

5. Fluorestsentsdetektor vastavalt punktile 3 voi 4, mida iseloomustab see, et laserikiire 
aluses (1) iihtlasema jaotumise saavutamiseks kasutatakse moduleerivat elementi. 



6. Fluorestsentsdetektor vastavalt punktile 5, mida iseloomustab see, et moduleeriva 
25 elemendina kasutatakse umber oma telje poorlevat optilist kiilu (5), kusjuures optilise kiilu 

telg asub laserikiire optilise telje lahedal. 

7. Fluorestsentsdetektor vastavalt ukskoik millisele punktile 3 kuni 6, mida iseloomustab see, 
et laserikiire alusesse (1) juhtimiseks kasutatava aluse kiilg- ja/v6i otspind on toodeldud 

30 matiks (valgust hajutavaks) saavutamaks laserikiire iihtlasemat jaotumist aluses. 

8. Fluorestsentsdetektor vastavalt ukskoik millisele punktile 3 kuni 7, mida iseloomustab see, 
et laserikiire alusesse (1) juhtimiseks kasutatava aluse .kulg- ja/voi otspind on poteeritud 
saavutamSks laserikiire suuremat intensiivsust aluses. * 
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9. Fluorestsentsdetektor vastavalt ukskSik millisele punktile 3 kuni 8, mida iseloomustab see, 
et laserikiire juhtimiseks biopolumeermaatriksi alusesse (1) kasutatakse aluse pinnale kantud 
difraktsioonvoret, 

5 10, Fluorestsentsdetektor vastavalt ukskoik millisele punktile 3 kuni 9, mida iseloomustab 
see, et laserikiire juhtimiseks biopolumeermaatriksi alusesse (1) labi aluse kiilgpinna 
kasutatakse optilist prismat (8). 

1 1. Fluorestsentsdetektor vastavalt punktile 10, mida iseloomustab see, et aluse (1) ja prisma 
10 vahel on labipaistev vedelik (9), naiteks immersioonoH, miUe murdumisnaitaja on lahedane 
aluse (l) ja prisma (8) murdumisnaitajale. 
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Taieliku sisepeegeldusfluorestsentsi kasutamine biopolumeermaatriksi lugemiseks ja 
analiiusiks kuulub molekulaarbioloogia, molekulaardiagnostika ja laseroptika valdkonda ning 
on moeldud fluorestsentsmarkeritega margistatud biopolumeerimolekulide paralleelseks 
detekteerimiseks ja analiiusiks kahemootmelisel maatriksil, Maatriksil tehtud bioloogilise 
reaktsiooni tulemuse hindamisel on probleemiks nii detekte^rimise madal tundlikkus, 
selektiivsus ja detekteerimise kiirus. Ulaltoodud probleemide lahendamiseks pakume taieliku 
sisepeegeldusfluorestsentsi kasutamist kui meetodit ja sisepeegeldusfluorestsentsi kasutamisel 
pohinevat detektorit kui seadet biopolumeermaatriksi lugemiseks. Analuiisiks kasutame 
maatriksi alusesse kindla nurga all juhitud valguskiirt, mis kutsub esile selle valguse taieliku 
sisepeegelduse maatriksi aluses. Teatav osa valgusest ei peegeldu klaasi sisepinnalt vaid 
tungib labi klaasi pinna valja evanestsentse lainena ja ergastab vahetult maatriksi pinnal 
olevate biopolumeerimolekulide koosseisu liilitatud fluorofoore. Saavutatud fluorestsents 
juhitakse valgustundlikku element!, mis voimaldab saada informatsiooni maatriksi alusele 
seotud fluorestseeruvatest molekulidest. Taoline fluorestsentssignaalide detekteerimine on 
kiire, vajades uhe fluorestsentskanali jaoks umbes 10 sekundit. 
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